







































































































































除去 し,RBCを生理食塩水で 3回洗浄 し,水
(2me)を加え溶血させた｡検量線作製のため,
標準 HAO, 4, 8,12,16,20FLgを含む水溶
液 (0.1me)を加えた｡
2.HAの抽出
上記の標準 HA を含 む水溶液に, 6N塩酸
(1me),メタノール(2me)およびアセ トン(5me)
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図3 逆相カラムによるHAメチルの溶出に及ぼす
メタノール濃度の影響
順相カラムの溶出液から得た残査を方法の項
に示すように逆相カラムにかけた｡溶離液と
して異なる濃度をもつメタノール (水に対し
て)を用いてクロマトグラフィーを行った｡
溶出液についてHAを定量し,その回収率を
求めた｡詳細は方法の項参照｡?
Retention time(min)
図4 HAメチルの高速液体クロマトグラム
A :順相カラムからの溶出液について分析し
たもの｡
B:順相カラムからの溶出液を逆相カラムに
通し,得られた溶出液について分析したも
の｡図中の矢印はHAメチルのピークを示
す｡分析の条件などは試薬と機器および方
法の項参照｡
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このカラムを通させない試料をHPLC分析する
と,図4Aに示すように,HAメチルの溶出のあ
と40分まで種々の爽雑物が溶出した｡一方,カラ
ムを通した場合,図4Bに示すように,HAの溶
出後に出るほとんどの爽雑物が除去されているこ
とがわかる｡このカラム処理は,HAメチルの分
析が終わると,つぎの試料注入が可能となり,分
析の迅速化に寄与した｡
5.HPLC分析
HAのピーク高から検量線を作ったところ,図
5に示されるように,1.0120.OFLmOl/meRBCの
範囲で直線性が認められた (HAメチルのHPLC
については図4B参照)0
RBCの容量は,採血後のヘマ トクリット値を
測定し,この値から求めた｡HAの無添加の赤血
球からはHAメチルに相当するピークが認められ
なかった (クロマトグラムは省略)0
? ? ?
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図5 HAの検量曲線
HA添加赤血球を抽出,エステル化,カラム
の各操作を行い,HAメチルをHPLC分析し
た｡HAメチルのピー ク高から検量線を作製
した｡詳細は方法の項参照｡
6.回収率
赤血球に添加したHAが一連の定量操作中に回
収される量について検討した｡添加した同じ量の
HA を硫酸-メタノール溶液で直接エステル化
し,得られたHPLCのピーク高と比較した結果,
HA の各添加量について平均 したところ65±
3.5%の回収率が得られた｡ 2種のカラム処理で
はほとんど定量的に回収されているので,溶血液
からHAの抽出のところに問題があるものと思わ
れる｡
7.終わりに
本定量法によって,目的である赤血球中で溶血
毒フェニルヒドラジンとHbの反応で生じるHA
を定量できるようになった｡赤血球試料だけでな
く,この方法で得られた爽雑物の除去法を工夫し
て,他の生体試料中のHA も定量できるものと思
われる｡この際,HPLCの溶離液のメタノール濃
度を減少するとHAメチルの保持時間が大きくな
り,他の爽雑物との分離が可能となるものと思わ
れる｡
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要 約
フェニルヒドラジン惹起性溶血貧血機構の著者らの研究において,ヘモグロビンとフェニルヒドラジン
との反応でヘムの酸化的開裂物質の1つであるヘマチン酸が生成することが示された｡この反応によって
赤血球 (RBC)中で生じたヘマチン酸を定量する方法の確立が,溶血機構研究のため必要となった｡人の
RBCを水で溶血し,ヘマチン酸の標品を加えた｡塩酸,メタノール,アセトンの溶液え加え,ほとんど
のヘモグロビンを沈殿除去した｡メタノール-硫酸溶液で加温し,ヘマチン酸をメチルエステルに誘導し
た｡爽雑物を2種のシリカゲルカラムを通すことによって除去し,逆相カラムを用いた高速液体クロマト
グラフィーで分析した｡ヘマチン酸は,1.0-20.OFLmOl/meRBCの範囲で定量でき,回収率は65.0±3.5%
であった｡
ヘマチン酸とこのメチルエステルの標品は,ヘミンを過酸化水素酸化することによって合成し,元素分
析と質量分析によって確認した｡
(1990年11月 1日受理)
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